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些篩選出可鑑別 PCH 及 PCC 差異之序列，並開發專一性引子組。本研究從
NCBI Genomes 資料庫中匯整 Pectobacterium chrysanthemi 第一型分泌系統
外膜蛋白基因與第三型分泌系統之 hrp 基因群序列，作為鑑別 PCH 及 PCC
分析之依據。利用生物資訊學已篩選出第一型分泌系統之 eprF 基因及第三型
分泌系統之 hrcJ、hrcT、hrcU、hrpL、hrpN 及 hrpX 基因，都可用於開發 PCR
鑑定技術之用途。研究中利用分生技術已成功選殖上述 hrp 基因群，並將選
殖株之基因序列以 BLAST 軟體進行比對，研究發現選殖株之序列對 NCBI
資料庫中 PCH 之 hrcJ、hrcT、hrcU、hrpL、hrpN 及 hrpX 基因的相似度分別
介於 88-96％、83-93％、83-92％、89-96％、85-88％及 80-91％。而選殖株之

















Phalaenopsis became the most important products in the agriculture, the 
cultivation area of orchids increased rapidly. Growing the orchid in the 
greenhouse caused by the increasing of the temperature and humidity would yield 
the phytobacteria diseases, which caused enormous losses. The important 
phytobacteria were Acidovorax avenae subsp. cattleyae, Burkholderia gladioli and 
Pectobacterium chrysanthemi which caused infected diseases on orchids. One of 
the most serious bacterial disease agents is Pectobacterium chrysanthemi in 
Taiwan. This study plans to understand the pathogenicity relative genes in the type 
I and type III secretion system from Pectobacterium chrysanthemi. In this study, 
we attend to analysis the diversity between PCH and PCC, and to develop the 
specific primer-pairs for PCR detection. We collect the sequences of type I 
secretion system gene and type III secretion system genes to make the database 
respectively. We use the software of multiple sequences alignment to analysis the 
similarity among different database to understand the diversity to design specific 
primers. These specific primer-pairs from different genes would be used to 
identify PCH. Furthermore we have cloned the genes included hrcJ, hrcT, hrcU, 
hrpL, hrpN and hrpX genes into E. coli. The sequences of hrcJ, hrcT, hrcU, hrpL, 
hrpN and hrpX were used to BLAST analysis, that revealed the similarity are 
88-96% ,83-93%, 83-92%,89-96%,85-88% and 80-91% to PCH,respectively. The 
sequences BLAST analysis to PCC revealed the similarity are 73%,73%, 72%, 
71%, 74% and 70%, respectively. This study has been used the diversity of 
multiple sequence alignment to design specific primers. The PCR tests reveal the 
VI 
 
accuracy to PCH. This study has successfully demonstrated eprF gene, the DNA 
length is 1389bp, the molecular weight is 52kDa and the similarity is 96%, 
determine the gene for the study, overexpression of the protein and purification of 
antibody production Future study immuno-magnetic PCR and ELISA-PCR in 
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含 850 個屬(genus)，其物種(species)有 25,000 種以上(張，2005)。蝴蝶蘭之屬
名 Phalaenopsis 是由 phalaen (原意為蝶蛾) 及 opsis (意為形象)而來，普通名











































   在蘭花的栽培過程中，常伴隨著許多病蟲害的發生，在病害方面，常見的
有細菌性褐斑病 (bacterial brown spot)、細菌性軟腐病 (bacterial soft rot)、黃
葉病 (Fusarium spp.) 、炭疽病 (anthracnose)、灰黴病 (graymold) 、 基腐病 
(basal rot)、疫病 (Phytophthora spp.)、白絹病(Sclerotium rolfsii)及病毒病害
等，蟲害則有介殼蟲 (mealybug)、薊馬 (thrips) 、蚜蟲 (aphid)、根螨、蝸牛 












(Acidovorax avenae subsp. cattleyae，簡稱 AAC)、葉斑病菌(Burkholderia 
gladioli，簡稱 BG)及軟腐病菌(Pectobacterium chrysanthemi，簡稱 PCH)。當
蝴蝶蘭一旦受到病原細菌之感染，必須將整棵植株丟棄故造成不小的經濟損
失，並影響到蘭花的產量與產值。 
(一). 蘭花細菌性褐斑病 (Bacterial brown spot of orchid) 
 Acidovorax avenae subsp. Cattleyae 所引起之蘭花病害最早發現於義大利






菲律賓、中國大陸及臺灣均有發生的記錄。而在臺灣主要發生在 7 月至 10
月的雨季，高溫多濕的夏季和颱風過後發生最為嚴重(黃，2006)。 
1. 病原菌 
Pseudomonas cattleyae 屬於原核生物(Procaryote)，假單胞菌科 
(Pseudomonaceae)，Acidovorax 屬(Genus)，avenae 種（Species）。1992 年 
Willems 氏等建議將本菌更名為 Acidovorax avenae subsp. cattleyae。此菌為
革蘭氏陰性（Gram-negative），菌體為棍棒狀，大小為 0.5-1.0×2.0 mm，具 1-2 
單極生鞭毛。不產生螢光色素，好氧 (aerobic) 細菌。在 King's B 或 
Pseudomonas Agar F 培養基上形成乳白色略凸起的菌落(黃，2005)。本病菌，



















仙花(Cypripedium)、香草蘭 (Vanilla)、石斛蘭 (Dendrobium)、文心蘭 
(Oncidiums)、千代蘭(Ascocenda)、朵麗蝶蘭 (Doritaenopsis)、拖鞋蘭
(Paphiopedilum)、樹蘭 (Epidendrum  o'reinianum) 及狐狸尾蘭(phynchostylis 
gigantea) (黃，2005)。 







0.25%葡萄糖的營養培養基 (Nutrient agar)、King's B 或 Pseudomonas Agar F 
上，如為褐斑病則 2-3 天後通常會出現純度頗高的病菌菌落，病菌可製備成
每毫升約含 107-108 細胞的懸浮液，用於注射菸草葉片後於 24 小時內可見
被注射組織崩解的過敏性反應 (陳，1993；許，1998；鄭等，2008)。 
(二). 蘭花細菌性葉斑病(Bacterial leaf spot of orchid )  
Burkholderia gladioli (Severini, 1913)原名為 Pseudomonas gladioli 或
Pseudomonas marginata (Whitby et al, 2000)，最早是在 1921 年由 McCulloch 
發現感染在唐菖蒲上的病原菌(McCulloch, 1921)，有研究指出 Burkholderia 
gladioli 可分為三個病原型(pathovars)分別為 Burkholderia gladioli pv. 
gladioli、Burkholderia gladioli pv. alliicola 及 Burkholderia gladioli pv. 











亡 (Roy and Heinemann , 2006)。 
3. 寄主範圍 
本病菌亦會感染洋蔥(onion) (Lee et al., 2005)、蘑菇(mushrooms) (Lincoln et al., 
1991)、稻米種子(rice seedlings) (Kato et al., 1992)、鳳梨(Ananas comosus (L.) 
Merr.) (許等，2008)、山蘇(Yang, T. C., 2005)、櫻桃(Malpighia glabra)(Li and 
Sholberg, 1992)、天堂鳥(Sterlitzia reginae)(Cirvilleri et al., 2006)、唐菖蒲
(Gladiolus hybridus Hort.)(McCulloch, 1921；Hseu, 1994；Hildebrand et al.,  




分析、專一性引子聚合脢連鎖反應分析及 16S rDNA 和 23S rDNA 序列比對
結果來鑑定(Hu et al., 2001; Salles et al., 2002；Bauernfeind et al., 1998； 許等，
2008)。 
(三). 蘭花細菌性軟腐病(Bacterial soft rot of orchid) 
台灣地處亞熱帶地區，夏季氣候高溫潮濕，細菌性軟腐病於田間經常發生為
台灣重要之細菌性病害，在溫暖潮溼之多雨季節常可造成田間蔬菜與花卉作
物之嚴重損失(Lee et al., 2006)。其主要病原細菌為 Pectobacterium  
carotovorum subsp.  carotovorum (PCC)與 Pectobacterium chrysanthemi (PCH) 







Pectobacterium 原名 Erwinia，長久以來軟腐細菌群在分類上常有 Erwinia 與
Pectobacterium 交錯使用的混亂情況，Erwinia 屬本為紀念植物病理學家
Erwin F. Smith 所設，屬腸道菌科，為革蘭氏陰性菌桿狀具有周生鞭毛；
Erwinia 軟腐細菌原有 Erwinia carotovora subsp. atroseptica 、E. c. subsp.  
betavasculorum 、E. c. subsp.  carotovora、E. c. subsp. odorifera、E. c. subsp. 
wasabiae、E. chrysanthemi 等五個亞種與一個種； Brenner 等人(1973) 時將
E. chrysanthemi 歸至 Pectobacterium 新屬中，Pectobacterium 中 Pecto 所代
表的意思為果膠，而組合起來則意為果膠分解細菌。而 Samson 等人(2004)
利用 DNA 雜合技術(DNA hybirdization)、血清學(Serology)、基因型數值分類
(Phenotypic tests and numerical) 、系統發生分析(phylogenetic analyses)將 P. 
chrysanthemi 及另一屬 Brenneria paradisiaca 一起分類到 Dickeya 新屬中，共
分為五個種，包括 Dickeya chrysanthemi、D. dadantii、D. dianthicola、D. 
dieffenbachiae 及 D. zeae；由於國際上近年對於軟腐細菌的研究報告，已逐
漸開始使用以 Pectobacterium 取代 Erwinia 屬當中的軟腐細菌群(carotovora 
group)(Snijder, 2004)，另外如美國生物科技暨資訊中心(National Center for 




Pectobacterium chrysanthemi(PCH)及 Pectobacterium  carotovorum subsp.  
carotovorum (PCC)皆屬於原核菌 (Procaryote)，腸內生菌科 
(Enterobacteriaceae)，Pectobacterium 屬。為革蘭氏陰性菌（Gram-negative），





的活性，不具有 Oxidase 和 Urease 的活性，能還原硝酸(Nitrate)成亞硝酸
(Nitrite)，可產生 H2S。P. chrysanthemi 部分菌株可以在 YDC 培養基上產生非





2007)，病菌在相對濕度 70～100％、27～31℃的條件下可在 3 小時內完成
侵入過程。本病菌具周生鞭毛，具有由游動性與趨化性能在水中迅速游動，
通常經由作物表面傷口侵入植物組織，田間多雨潮濕季節再加上氣候溫暖













batatas )(Clark et al., 1989)、馬鈴薯 (Solanum tuberosum)(曾等，1981)、青蔥
(Allium fistulosum)(鍾，1992)、胡蘿蔔(Daucus carota)( Tzeng and Hsu, 1981) 、





海芋(Zantedeschia spp.)(李，1994；Lee et al., 2002 )等的組織腐爛或植株萎凋。
蘭科植物可以危害蝴蝶蘭(Phalaenopsis)((Huang and Lee, 1988；Lee, and Yu, 




定(Phillips and Kelman, 1982)，而種內之菌系可以依生理生化特性、寄主範圍
(Dickey, 1979)、modified crystal violet pectate(CVP)選擇性培養基 (Cuppels and 
Kelman, 1974; Arias et al., 1998; van der Wolf and Pérombelon, 2002)、增量培養
方法配合選擇性培養基(Meneley and Stanghellini, 1976)、帶有抗生素抗性標誌
菌株 (Elphinstone and Pérombelon, 1986)、血清技術(Maher et al., 1986)、病原
細菌噬菌體(鍾，1992；Gross et al.,1991)、核酸探針(DNA probe)(Cook and 
Sequeira, 1991；Ward and De Boer, 1990)、增殖性片段多型性分析(amplified 
fragment length polymorphism，AFLP)(Avrova et al., 2002)、限制性片段長度多
態性(restriction fragment length polymorphism,RFLP)(Boccara et al., 1991)、隨
機增幅多型性核酸技術(random amplified polymorphic DNA, RAPD) (許等，
2007)與聚合酶連鎖反應(polymerase chain reaction，PCR)(Darrasse et al., 





成為植物病害診斷及病原檢測的有利工具(Miller and Martin, 1988)。Darrasse 
等人(1994)利用 pectate lyase 基因(pelgene)之序列，設計可增幅 P.  
carotovorum DNA 434bp 片段之引子(primer)以發展 PCR 偵測技術。國內利




5A/5B 之偵測率最高，可增幅出 500bp 專一性 DNA 片段的產物，其偵測到




血清學方法鑑定（Duncan and Torrance, 1992），由於聚合酵素連鎖反應
（polymerase chain reaction,PCR）技術的研發（Saiki et al., 1988），變得省時
省力且更快速靈敏（Henson, 1993）。聚合酶連鎖反應（PCR）是提供在體外
(in vitro)之狀況下，簡單增幅特定核酸片段的方法（Saiki et al., 1988）。現今
PCR 技術已成功應用在許多植物病原細菌的偵測，如 Clavibacter 屬（Fegan 
et al., 1998; Pan et al., 1998），Erwinia 屬（Ward and De Boer, 1995; Hyman et al., 
1997），Pseudomonas 屬（Schaad et al., 1989）和 Xanthomonas 屬（Andy et al.,  
1996; Hartung et al., 1993; Hartung et al., 1996; Leite et al., 1995; Manulis et al., 
1994; Maes et al., 1996; Pan et al., 1997;Pan et al., 1999; Toth et al., 1998; 




    造成蝴蝶蘭細菌性病害的主要病原細菌有三種，為褐斑病菌、葉斑病菌
及軟腐病菌。其中以軟腐病菌最為嚴重，軟腐病菌的宿主範圍廣泛且會分泌
果膠裂解酵素，例如: pectin esterases、polygalacturonases、pectate lyases 及 
pectin lyases，這些酵素會透過不同分泌系統，導致植物細胞壁結構完整性受
損(Boccara and Chatain, 1989; Kazemi-Pour et al., 2004; Py et al., 1999; Roy et 




    根據以往文獻研究，植物病原菌在感染宿主前須將蛋白質通過內膜及外
膜分泌至特定細胞，需要某些養分的取得、毒性分子的表現等；而目前革蘭
氏陰性菌可將分泌蛋白質系統分成六大類，分別為 autotransporters and 
proteins requiring single accessory factor (type V)、chaperone/usher pathway、type 
I secretion pathway、type II secretion pathway、type III secretion pathway 以及
type IV secretion pathway( David and Scott., 2000)。Autotransporter secretion 
pathway 為一般分泌路徑，能分泌不同蛋白質等，包括蛋白酶、毒素、黏附素
和入侵素。chaperone/usher pathway 是 autotransporter secretion pathway 的分支
路徑，主要分泌革蘭氏陰性菌表面的黏附素及獨立結構。type I secretion 
pathway 分泌蛋白酶、脂肪酶等。type II secretion pathway 是一般路徑的主要
分支，負責分泌胞外酶和毒素。type III secretion pathway 與宿主細胞接觸負
責對抗宿主的防禦機制。type IV secretion pathway 與病原菌的致病能力有關
( David and Scott., 2000)。 
根據是否依賴信號肽(signal sequences，簡稱 sec)的特點，可將其分為 sec
依賴型和 sec 非依賴型的。type I 及 type III secretion pathway 是 sec 非依賴型
的，type II、type IV secretion pathway 是 sec 依賴型的。通過 sec 依賴性分泌
系統所分泌的蛋白．其 N 端有一信號肽序列，主要是疏水性氨基酸，可以引
導蛋白穿過細胞內膜(吳，1999)。 
第一型分泌模式(The type I secretion pathway)，又稱為 sec-independent 












   第三型分泌模式(The type III secretion pathway)，分泌途徑與第一型相似，
其分泌性蛋白的 N 端不具有典型的 signal peptide，在分泌的過程，不需透過
Sec 蛋白系統幫忙，也不需停留在細胞漿質，故分泌的胞外蛋白可直接由菌
體內送至宿主細胞的細胞質中，又稱為 contact site-dependent pathway (吳，
1999；王，2000)。 
   目前已知 hrp基因(附錄一)與植物細胞的相互作用造成致病有關(Ralf et al, 
1992)。調控 hrp 基因系統，有兩個主要的調節路徑，分別為 HrpX- HrpY- 
HrpS-HrpL 及 GacS-GacA-rsmB-RsmA (Shihui Yang et al., 2008；Yan Li et al., 
2009；Lifang Zou et al., 2012)。先前研究表示植物酚酸可藉由這兩個路徑去調
控 hrpL 的表現，用來降低致病能力(附錄二)。如 o-coumaric acid (OCA)和
t-cinnamic acid (TCA)是利用 GacS-GacA-rsmB-RsmA 這個路徑調控 (Yan Li 
et al., 2009)，而 p-coumaric acid (PCA)則是利用 HrpX- HrpY- HrpS-HrpL 此路
徑調控 hrp 基因表現 (Shihui Yang et al., 2008)。 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
五、研究目的 
 
    本研究希望能利用 NCBI Genomes 資料庫中的 Pectobacterium 
chrysanthemi hrp/hrc gene cluster (GenBank:AF448202&AY169276)內的 hrp/hrc
群中各個基因利用 NCBI 的 Blast 軟體進行序列分析，比對出相似度高
Pectobacterium chrysanthemi(PCH) 和 Pectobacterium  carotovorum subsp.  












    本實驗所使用的供試菌株 Pectobacterium chrysanthemi 簡稱 PCH 
由台南市新化區台南區農業改良場鄭安秀研究員所提供，菌株代號及分離地
點詳見表一。供試菌株以 NA (Beef  Extract 3g、Peptone 5g、Agar15g、pH6.8、




hrpB、hrpL 及 hrpN 將基因選殖至 pGEM-T easy vector 內，並轉型至 E.coli 
DH5α 保存。選殖株分別命名為 pGEM-T/hrcT、pGEM-T/hrcJ、pGEM-T/hrcU、
pGEM-T/hrpB、pGEM-T/hrpL 及 pGEM-T/hrpN。 
(二)、培養基 
LB 培養基：液體培養基為 1% tryptone、0.5% yeast extract 及 1% NaCl；
固體培養基為每公升 LB 液體培養基中含 1.5%洋菜膠。 




    細菌染色體DNA的萃取使用吉恩馬克公司之染色體DNA萃取套組 
(Genomic DNA Purification Kit)，其步驟如下所述：供試菌株於3 ml的 NB 培
養基置於25℃ 隔夜培養後，將菌液離心 (12000 rpm，2分鐘)，之後使菌體懸
浮於700μl Extraction solution中。待均勻混和後加入20μl proteinase K stock 
solution (20mg/mL) 並於56℃ 水浴中培養 3 小時。之後再加入 700μl  DNA 
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Binding Solution混合之後再置於56℃ 水浴器中15min。將液體加入由 Spin 
Column 以及 Collection Tube所組合成的離心管中離心 (12000 rpm，1分鐘) 
去掉下層液，再以700μl Wash Solution做清洗的動作重複 2 次。然後空轉10
分鐘以離去多餘的 ethanol，之後置於 45 到 60℃ 中烘乾約5分鐘，以蒸散
ethanol。之後將 Collection tube換成新的tube後，將 DNA溶於30μl無菌水中，
置於-20℃備用。 
 
三、聚合酶連鎖反應(polymerase chain reaction, PCR) 
    本研究所使用的機器為 SelectCycler (Select BioProducts)，PCR 反應試
劑：內含 2.5mM dNTP 1μl(Gene Mark)，primer forward (5μM)與 reverse (5μM)
各 1μl，template DNA 3μl，10X PCR buffer 2μl，Taq polymerase 0.2μl (5U/μl)，
並加入去離子水(ddH2O)至反應體積為 20μl。反應的熱循環溫度及時間如下:
先以 95℃反應 5 分鐘，接下來 95℃反應 30 秒，55℃反應 30 秒，72℃反應
30 秒等三步驟進行 30 個循環，最後 72℃反應 10 分鐘。 
 
四、PCR 產物之純化 
    PCR 產物的純化是使用吉恩馬克公司之 DNA clean/Extraction Kit 純化
PCR 產物，步驟如下:將 PCR 產物加入等量體積之 binding solution 使其混合
均勻。將液體加入由 spin column 及 collection tube 所組合的離心管中離心
(12000 rpm，2 min)去除下層液，再以 700μl wash solution 做清洗的動作重複
兩次(12000 rpm，1min)。然後空轉 15 分鐘以離去多餘的 ethanol，在於 45
到 60℃中烘乾約 5 分鐘，用以蒸散 ethanol。之後將 Collection tube 換成新的 






    使用 pGEMT-Easy Vector Systems (Promega, Madison, USA)將所分離純化
後的 DNA 產物構築在 pGEM-T Easy 載體上。取 4μl 純化的 DNA 產物，加入
5μl 的 2X 黏接緩衝溶液，0.5μl 的 pGEM-T Easy vector (50ng)，0.5μl 3U/μl 的




    使用吉恩馬克公司之勝任細胞 E.coli DH5α，取 25μl 大腸桿菌勝任細胞，
加入 10μl 的接合產物，置於冰浴 30 分鐘，42℃水浴 90 秒，冰浴 2 分鐘後，
加入 800μl LB 培養液，於 37℃，120 rpm 震盪培養 1 小時，取 50μl 菌液及含
有 Ampicillin (100μg/mL)、X-gal (100μg/mL)及 IPTG (100μg/mL) 的 LB 平板




    每個 PCR 產物選殖於 pGEM-T easy vector 後，挑選具含插入序列的轉型
株，送至源資生物科技股份有限公司定序，其使用儀器為自動化核酸定序儀 
(automated DNA sequencer, Applied Biosystems, ABI 3730, Taiwan)，利用 
BigDye Terminators 螢光標記，所有反應均在同一個試管中進行，每個樣本
可由電腦自動解讀平均 1 kb 的有效數據。 






八、 PCR 產物之膠體電泳分析 
     本研究之膠體電泳分析，係將完成增幅作用之 PCR 產物進行水平電泳
分析，以確定是否有產物及產物之大小。分析時取 3 μl 之 PCR 產物與 1 μl 6 X 
loading dye 混合均勻，經由 1.5%膠體及 0.5 X TAE buffer，並以 100 bp DNA 
marker 作為分子量大小的標記，以 100 伏特電壓進行電泳分析進行 30 分鐘
後，並以 Ethidium bromide 染色，利用 BIO-RAD 影像分析處理系統 Quantity 
One 在 UV 燈下觀察並紀錄電泳分析之結果。 
 
九、生物資訊分析 
    本研究之單一序列比對系統是利用 NCBI 的 Blast 軟體進行序列分析；





    蛋白質之表現係利用 6X His tagged protein system (QIAGEN)，實驗時先
將 EprF-pQE30-M15 挑菌於 3 mL 培養液(LB 液體培養基中含 ampicillin 
(100 μg/mL)與 kanamycin (50 μg/mL)，在 37℃培養隔夜後取 200 μl 至 30 mL 
培養液中次培養 2~3 hr 至 A 600 為 0.5，此時加入 IPTG (最終濃度為 1mM)
再培養 10hr，誘導轉殖株大量產生帶有 6X His tagged 的 EprF 蛋白。蛋白純
化時將帶有 6X His tagged 的 EprF 蛋白菌液加入 Lysozyme(最終濃度為 1 
mg/mL)，於 4℃反應 30 min 後將菌體打散，並利用以超音波震盪器處理菌液
10分鐘，再將菌液以12000 rpm離心2分鐘，可得到EprF蛋白，再以SDS-PAGE





(一)、SDS-PAGE 分析    
    將蛋白質樣品加入 loading buffer ( 4 X SDS loading buffer)，置於 90 ~ 
100℃水浴作用 5 分鐘，蛋白質樣品即處理完成。以 4% stacking gel 及 10% 
separating gel 進行蛋白質電泳分析。先以 80 V 進行電泳直至蛋白質樣品到達
stacking gel 及 separating gel 交界之介面，再將電壓升至 100V 繼續進行電
泳，約 1.5 小時；等到指示染劑 bromophenol blue 跑出膠體至直立式電泳槽
下層電泳緩衝液(electrode buffer)中即可停止電泳並將膠體進行染色，即可觀
察結果，或轉印至 NC paper，以進行 Western blotting 分析。  
(二)、膠體染色    
     將蛋白質電泳完畢之膠體取出，放於適宜的小盒子中，加入 20~40mL
染劑 Coomassie G250 stain (Bio-Rad Laboratories Bio-Safe TM Coomassie)，置
於搖晃機 (shaker)上 1 小時，待蛋白質染上顏色後，即可倒去染劑，以清水
沖洗數次，並加入清水退染至蛋白質 bands 清晰可見，即可將此 gel 以乾燥
機（60℃ for 15 小時）乾燥，或以玻璃紙及玻璃片架起晾乾後保存。  
 
(三)、西方墨點法(Western Blotting)     
     將 SDS-PAGE 膠體取出，加入轉印緩衝液 (transfer buffer)以 80 V 進行
電泳 1.5 小時，進行蛋白質轉印至 NC paper。將蛋白質轉印後之 NC paper
以 blocking solution (5%脫脂奶粉於 TBST)置於搖晃機上 1 小時，去除溶液並
以 TBST清洗 3次，每次 10分鐘，再加入一級抗體 His-probe ( rabbit polyclonal 
IgG sc-803 ; Santa Cruz )加以搖晃反應 1 hr；以 TBST 清洗 3 次，每次 10 分
鐘，再加入二級抗體 (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG ； 
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111-035-003 ； JacksonImmuno )，搖晃反應 1 hr 後以 TBST 清洗 3 次，每次
10 分鐘，最後將冷光試劑混合均勻至 NC paper 反應兩分鐘，以保鮮膜覆蓋，







一、 第三型分泌系統 hrpL 基因之分析 
    本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統中之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AF448202。將 AF448202 以 NCBI 網站提供的 BLAST
軟體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 2 筆 PCC 的序列
(ECH1591、ECH3937、ECH586、ECC-PC1 及 ECC35 )，然後利用多序列比
對軟體 Clustal W 分析，可得知樣品間的相似度(圖一及表三)。根據所分析出
來的結果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrpL 基因在 Pectobacterium 
chrysanthemi 間的相似度介於 87-99％，而 PCH hrpL 基因與 ECC hrpL 的相似
度為 69-72％(圖二)。利用 PCH 與 PCC 序列間差異之處去合成可鑑別 PCH 與
PCC 之引子組(表二)，然後以聚合酶連鎖反應增幅出 hrpL 基因，利用轉型作
用選殖至大腸桿菌，轉型成功的選植株(代號 pGEM-T/hrpL)之基因序列以
BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留性為 89-96
％，而其與 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 保留性則為 71％ 
(圖三)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 相似度高，後續可用來開
發對 PCH 專一性之引子組。利用本研究所開發出來之 hrpL-F 及 hrpL-R 引子
組來進行 PCH17、PCH18、PCC2 及 PCC3 檢測，結果顯示 PCH17、PCH18
在 555bp 的位置出現專一性條帶，而 PCC2 及 PCC3 則無出現條帶，因此確





二、第三型分泌系統 hrcT 基因之分析 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AY169276。將 AY169276 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟
體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 1 筆 PCC 的序列
(ECH1591、ECH3937、ECH586、ECC-SCRI1043 )，然後利用多序列比對軟
體 Clustal W 分析，可得知樣品間的相似度(資料未顯示)。根據所分析出來的
結果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrcT 基因在 Pectobacterium 
chrysanthemi 的相似度介於 86-97％，而 PCH hrcT 基因與 ECC hrcT 的相似度
為 73％(圖五)。然後以聚合酶連鎖反應增幅出 hrcT 基因，利用轉型作用選殖
至大腸桿菌，篩選具有插入序列之白色菌落確認其結果，發現在 675bp 的位
置出現專一性條帶(圖六)。轉型成功的選殖株(代號 pGEM-T/hrcT) 之基因序
列以 BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留性為
83-93％，而其與 Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 保留性為
73％(圖七)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具有代表
性，後續可用來開發對 PCH 專一性較高之引子組。利用本研究所開發出來之
hrcT-F 與 hrcT-R 引子組來進行 PCH17、PCH18、PCC2 及 PCC3 檢測，結果
顯示 PCH17、PCH18 在 555bp 的位置出現專一性條帶，而 PCC2 及 PCC3 則
無出現條帶，因此確定可利用此引子組來鑑別 PCH 與 PCC 之差異(圖八)。 
 
 
三、第三型分泌系統 hrcJ 基因之分析 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AF448202。將 AF448202 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟




體 Clustal W 分析，可得知樣品間的相似度(資料未顯示)。根據所分析出來的
結果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrcJ 基因在 Pectobacterium 
chrysanthemi 的相似度介於 87-98％，而 PCH hrcJ 基因與 ECC hrcJ 的相似度
為 76％(圖九)。然後以聚合酶連鎖反應增幅出 hrcJ 基因，利用轉型作用選殖
至大腸桿菌，篩選具有插入序列之白色菌落確認其結果，發現在 738bp 的位
置出現專一性條帶(圖十)。轉型成功的選殖株(代號 pGEM-T/hrcJ) 之基因序
列以 BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留性為
88-96％，而其與 Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 保留性為
73％(圖十一)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具有代表
性，後續可用來開發對 PCH 專一性較高之引子組。利用本研究所開發出來之
hrcT-F 與 hrcT-R 引子組來進行 PCH17、PCH18、PCC2 及 PCC3 檢測，結果
顯示 PCH17、PCH18 在 738bp 的位置出現專一性條帶，而 PCC2 及 PCC3 則
無出現條帶，因此確定可利用此引子組來鑑別 PCH 與 PCC 之差異(圖十二)。 
 
 
四、第三型分泌系統 hrpN 基因之分析 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AF448202。將 AF448202 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟
體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 2 筆 PCC 的序列
(ECH-CSCL006、ECH1591、ECH3937、ECC-PCC21 及 ECC35 )，然後利用
多序列比對軟體 Clustal W 分析，可得知樣品間的相似度(資料未顯示)。根據
所分析出來的結果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrpN 基因在
Pectobacterium chrysanthemi的相似度介於 86-99％，而PCH hrpN 基因與ECC 




因序列以 BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留
性為 85-88％，而其與 Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 保留
性為 74％ (圖十四)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具
有代表性，後續可用來開發對 PCH 專一性較高之引子組。利用本研究所開發
出來之 hrpN-F 與 hrpN-R 引子組來進行 PCH17、PCH18、PCC2 及 PCC3 檢
測，結果顯示 PCH17、PCH18 在 1023bp 的位置出現專一性條帶，而 PCC2
及 PCC3 則無出現條帶，因此確定可利用此引子組來鑑別 PCH 與 PCC 之差
異(圖十五)。 
 
五、第三型分泌系統 hrcU 基因之分析 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AY169276。將 AY169276 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟
體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 1 筆 PCC 的序列
(ECH1591、ECH3937、 ECH586 及 ECC-PCC21 )，然後利用多序列比對軟體
Clustal W 分析，可得知樣品間的相似度(資料未顯示)。根據所分析出來的結
果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrcU 基因在 Pectobacterium 
chrysanthemi 的相似度介於 83-97％，而 PCH hrcU 基因與 ECC hrcU 的相似
度為 73％(資料未顯示)。然後以聚合酶連鎖反應增幅出 hrcU 基因，利用轉型
作用選殖至大腸桿菌，篩選具有插入序列之白色菌落確認其結果，發現在
913bp 的位置出現專一性條帶 (圖十六 )。轉型成功的選殖株 (代號
pGEM-T/hrcU) 之基因序列以 BLAST 軟體進行比對，發現其與
Pectobacterium chrysanthemi 保留性為 83-92％，而其與 Pectobacterium  
carotovorum subsp.  carotovorum 保留性為 72％ (圖十七)，表示此基因在
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Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具有代表性，後續可用來開發對 PCH
專一性較高之引子組。 
六、第三型分泌系統 hrpB 基因之分析 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AF448202。將 AF448202 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟
體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 1 筆 PCC 的序列
(ECH1591、ECH3937、 ECH586 及 ECC35 )，然後利用多序列比對軟體 Clustal 
W 分析，可得知樣品間的相似度(資料未顯示)。根據所分析出來的結果，將
它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrpB 基因在 Pectobacterium chrysanthemi 的




以 BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留性為
84-94％，而其與 Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 保留性為
71％ (圖十九)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具有代表
性，後續可用來開發對 PCH 專一性較高之引子組。 
 
 
七、第三型分泌系統 hrpX 基因之鑑定 
     本研究將植物病原菌 PCH 分泌系統之基因序列，自 NCBI 資料庫中加
以分離，其註冊碼為 AF448202。將 AF448202 以 NCBI 網站提供的 Blast 軟
體進行序列分析，比對出相似度較高的 3 筆 PCH 及 1 筆 PCC 的序列




果，將它做成親緣關係圖，可以觀察到 hrpX 基因在 Pectobacterium 
chrysanthemi 的相似度介於 82-97％，而 PCH hrpX 基因與 ECC hrpX 的相似
度為 72％(資料未顯示)。之後以聚合酶連鎖反應增幅出 hrpX 基因，利用轉型
作用選殖至大腸桿菌。轉型成功的選殖株(代號 pGEM-T/hrpX) 之基因序列以
BLAST 軟體進行比對，發現其與 Pectobacterium chrysanthemi 保留性為 80-91
％，而其與 Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 保留性為 70％ 
(圖二十)，表示此基因在 Pectobacterium chrysanthemi 保留性高具有代表性，
後續可用來開發對 PCH 專一性較高之引子組。利用本研究所開發出來之
hrpX-F 與 hrpX-R 引子組來進行 PCH17、PCH18、PCC2 及 PCC3 檢測，結果
顯示 PCH17、PCH18 在 1023bp 的位置出現專一性條帶，而 PCC2 及 PCC3
則無出現條帶，因此確定可利用此引子組來鑑別 PCH 與 PCC 之差異(圖二十
一)。 
 
八、利用表現載體來分析 eprF 基因之表現 
此基因構築是先以限制酶 Pst I 及 BamHI 酵素處理切下 eprF-DH5α之 eprF
基因片段(約 1.4 kb)，將此片段回收，與經限制酶 Pst I 及 BamHI 酵素處理過
之 pQE30 載體進行接合，經轉型作用後構築出 EprF-pQE30 (圖二十二)，所
欲得到之 eprF 基因片段以 eprF-F 與 eprF-R 為引子進行聚合酶鏈反應，確認
插入片段之方向，得到約 1389 bp 的片段。之後將轉殖株 EprF-pQE30 經由
IPTG 誘導出帶有 6X His tagged 之 EprF 蛋白，以 SDS-PAGE 及以 Western 
blotting 分析可發現與蛋白質Marker比對後，在約 52 kDa位置有條帶產生(圖
二十三、圖二十四)。將研究中選殖之基因序列以 BLAST 軟體進行比對，相
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括選擇性培養基、ELISA 檢測法與生理生化檢測法等方式進行 ( Phillips and 
Kelman，1982)，但其專一性與靈敏度較低且成本較高。近年來分子生物技術
快速發展，其中 PCR 技術具有高度之專一性及靈敏度高，檢測過程只需少量
檢體及花費 3-4 小時即可完成。在生物資訊學方面利用 NCBI Genomes 資料
庫可快速找到微生物資訊，利用 Blast 軟體及 clustalW 軟體比對即可知道病原
菌之間的相似度和親緣性關係，目前已成為植物病原菌鑑定植物病害診斷有
利的工具。本研究利用生物資訊及生物技術分析 Pectobacterium chrysanthemi
的第一型分泌系統外膜蛋白基因- eprF 及第三型分泌系統之 hrp 基因群，與
Pectobacterium  carotovorum subsp.  carotovorum 比對出序列的差異性來設
計專一引子組來進行 PCR 檢測及生物資訊分析。 
 
本研究目前已經成功選殖第一型分泌系統之 eprF 基因，也利用此基因





本研究進行第三型分泌系統之 hrp 基因群來比對分析，利用 NCBI 核酸
資料庫中的資料來進行 clustalW 比對分析，其結果相似度高。表示第三型分
泌系統之基因序列在 Pectobacterium chrysanthemi 具有極高的保留性，顯示此
基因具有相當之穩定性及代表性。 
 
    本研究發現共有 15 個 hrp 基因可用於鑑別 PCH 及 PCC 間的差異的專一
性引子組，可用於未來鑑別軟腐菌間之差異(表四)。例如 hrcJ、hrcT、hrcU、
hrpL、hrpN 及 hrpX 基因經 PCR 選殖後有條帶產生，利用這些基因的引子組
去鑑別 PCH 及 PCC，發現可鑑別 PCH 及 PCC 之差異。將這些基因定序後，
在解序後發現這些基因在 Pectobacterium chrysanthemi 仍有程度上的差異，應
可進一步探討此序列在不同來源間之差異。此外像 hrcR、hrpF、hrpJ 及 hrpO
基因經 PCR 選殖後有條帶產生，之後利用這些基因的引子組去鑑別 PCH 及
PCC，發現亦可鑑別 PCH 及 PCC 之差異。希望能將這些基因定序後，可去
探討是否與其他 Pectobacterium chrysanthemi 的序列具有差異。本研究之
hrcC、hrcN、hrcQ、hrcS、HrpA、HrpD、HrpE、hrpG 及 hrpT 基因經 PCR 選殖
後仍無條帶產生，可以進一步去探討本身基因是否具有保留度亦或是與不同
寄主間是否具有差異性。也可探討當初設計引子組時是否有錯誤。本研究利
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PCC ECC3 文心蘭 台南區農業改良場提供 
   
PCC ECC4 文心蘭 台南區農業改良場提供 
   

































































































表三、Pectobacterium chrysanthemi 及 Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum 基因體中 hrpL 之相似度分析。 
SeqA Name Length SeqB Name Length Similarity 
1 PCH-hrpL 555 2 ECH1591 555 99.1 
1 PCH-hrpL 555 3 ECH3937 555 93.15 
1 PCH-hrpL 555 4 ECH568 555 87.93 
1 PCH-hrpL 555 5 ECC-PC1 546 69.23 
1 PCH-hrpL 555 6 ECC35 453 72.41 
2 ECH1591 555 3 ECH3937 555 93.15 
2 ECH1591 555 4 ECH568 555 87.75 
2 ECH1591 555 5 ECC-PC1 546 69.05 
2 ECH1591 555 6 ECC35 453 72.19 
3 ECH3937 555 4 ECH568 555 88.65 
3 ECH3937 555 5 ECC-PC1 546 68.13 
3 ECH3937 555 6 ECC35 453 71.96 
4 ECH568 555 5 ECC-PC1 546 67.03 
4 ECH568 555 6 ECC35 453 69.76 
5 ECC-PC1 546 6 ECC35 453 95.36 
 





表四、Pectobacteriumchrysanthemi 及 Pectobacteriumcarotovorum subsp. 
Carotovorum 之染色體 DNA 以不同引子組所進行之 PCR 分析結果。 
基因名稱 PCH PCC 基因名稱 PCH PCC 
hrcC -* - hrpG - - 
hrcJ +** - hrpJ + - 
hrcN - - hrpL + - 
hrcQ - - hrpN + - 
hrcR + - hrpO + - 
hrcS - - hrpP - - 
hrcT + - hrpQ + - 
hrcU + - hrpS + - 
hrpA - - hrpT - - 
hrpB + - hrpV + - 
hrpD - - hrpX + - 
hrpE - - hrpY + - 














表五、Pectobacteriumchrysanthemi 及 Pectobacteriumcarotovorum subsp. 
Carotovorum 之菌株分離來源及其註冊碼。 
 
菌株名稱  來源  註冊碼  
ECH3937  非洲菫  CP002038  
ECH1591  玉米  CP001655  
ECH586  菊花  CP001836  
PCH hrp/hrc  
gene cluster  
菊花  AF448202  
ECH hrp/hrc  
gene cluster  















圖一、 Pectobacteriumchrysanthemi 及 Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum 基因體中 hrpL 之相似度分析。 
 
圖中之 hrpL 基因序列(PCH-hrpL、ECH1591、ECH3937、ECH586、ECC-PC1、
ECC35)係從 NCBI 資料庫中取得，其註冊碼分別為 AF448202、CP001655、
CP002038、CP001836、CP001657 及 EU420066。hrpL 基因序列以多序列分
析軟體 Clustal W 分析其結果顯示 ECH1591、ECH3937 及 ECH586 之 hrpL 基









圖二、以多序列比對軟體 ClustalW 分析第三型分泌系統之 hrpL 基因序列間
之親緣關係圖。 
 
圖中共分析 6 條 hrpL 基因序列，部分結果顯示 PCH-hrpL 與 ECH1591 的相
似度為 99％、PCH-hrpL 與 ECH3937 的相似度為 93％、PCH-hrpL 與 ECH586
的相似度為 87％、PCH-hrpL 與 ECC-PC1 的相似度為 69％、PCH-hrpL 與
ECC35 的相似度為 72％、ECC-PC1 與 ECC35 的相似度為 95％。結果顯示在














圖三、PCH 菌株基因體中選殖之 hrpL 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrpL 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrpL)與NCBI 資料庫中Pectobacterium chrysanthemi的 hrpL相似度












圖四、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrpL-F 及 hrpL-R)所進行之 PCR 鑑定結
果。 
測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA marker；Lane 1: PCH17；Lane 2: 














圖五、以多序列比對軟體 ClustalW 分析第三型分泌系統之 hrcT 基因序列間
之親緣關係圖。 
 
圖中共分析 5 條 hrcT 基因序列，結果顯示 PCH-hrcT 與 ECH1591 的相似度為
97％、PCH-hrcT 與 ECH3937 的相似度為 89％、PCH-hrcT 與 ECH586 的相似
度為 86％、PCH-hrcT 與 ECC-SCRI1043 的相似度為 73％。結果顯示在 PCH










圖六、PCH 染色體 DNA 以引子組(hrcT-F 與 hrcT-R)所進行之 PCR 增幅結果。 
 
本研究利用 hrcT-F 與 hrcT-R 引子組去增幅 PCH 染色體，由結果顯示在 675bp
的位置出現專一性條帶。測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA 


















圖七、PCH 菌株基因體中選殖之 hrcT 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrcT 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrcT)與NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi的 hrcT基因間









圖八、PCH及 PCC染色體以引子組(hrcT-F及 hrcT-R)所進行之 PCR鑑定結果。 
 
測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA marker；Lane 1: PCH17；Lane 2: 













圖九、以多序列比對軟體 ClustalW 分析第三型分泌系統之 hrcJ 基因序列間之
親緣關係圖。 
 
圖中共分析 5 條 hrcJ 基因序列，結果顯示 PCH-hrcJ 與 ECH1591 的相似度為
98％、PCH-hrcJ 與 ECH3937 的相似度為 91％、PCH-hrcJ 與 ECH586 的相似
度為 87％、PCH-hrcJ 與 ECC-SCRI1043 的相似度為 76％。結果顯示在 PCH






























圖十一、PCH 菌株基因體中選殖之 hrcJ 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrcJ 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrcJ)與 NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi 的 hrcJ 基因間
















圖十二、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrcJ-F 與 hrcJ-R)所進行之 PCR 鑑定結
果。 
 
測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA marker；Lane 1: PCH17；Lane 2: 













圖十三、以多序列比對軟體 ClustalW 分析第三型分泌系統之 hrpN 基因序列
間之親緣關係圖。 
 
圖中共分析 5 條 hrpN 基因序列，結果顯示 PCH-hrpN 與 ECH-CSCL006 的相
似度為 99％、PCH-hrpN與 ECH1591 的相似度為 95％、PCH-hrpN 與 ECH3937
的相似度為 86％、PCH-hrpN 與 ECC-PCC21 的相似度為 75％、PCH-hrpN 與
ECC35 的相似度為 76％、ECC-PCC21 與 ECC35 的相似度為 99％。結果顯示














圖十四、PCH 菌株基因體中選殖之 hrpN 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrpN 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrpN)與 NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi 的 hrpN 基因
























圖十五、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrpN-F 與 hrpN-R)所進行之 PCR 鑑定
結果。 
 
測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA marker；Lane 1: PCH17；Lane 2: 










圖十六、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrcU-F 與 hrcU-R)所進行之 PCR 鑑定
結果。 
 
本研究利用 hrcU-F 與 hrcU-R 此引子組去增幅 PCH 染色體，由結果顯示在
913bp 的位置出現專一性條帶，未來可利用此基因去進行後續研究。測試材


















圖十七、PCH 菌株基因體中選殖之 hrcU 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrcU 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrcU)與 NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi 的 hrcU 基因














圖十八、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrpB-F 與 hrpB-R)所進行之 PCR 鑑定
結果。 
 
本研究利用 hrpB-F 與 hrpB-R 此引子組去增幅 PCH 染色體，由結果顯示在
369bp 的位置出現專一性條帶，未來可利用此基因去進行後續研究。測試材

















圖十九、PCH 菌株基因體中選殖之 hrpB 基因序列的分析。 
 
本研究將 hrpB 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrpB)與 NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi 的 hrpB 基因














圖二十、PCH 菌株基因體中選殖之 hrpX 基因序列的 BLAST 分析。 
 
本研究將 hrpX 基因自 PCH 菌株基因體中選殖成功，定序發現此選殖株
(pGEM-T/hrpX)與 NCBI 資料庫中 Pectobacterium chrysanthemi 的 hrpX 基因
















圖二十一、PCH 及 PCC 染色體以引子組(hrpX-F 與 hrpX-R)所進行之 PCR 鑑
定結果。 
 
測試材料的代號分別為 Lane M: 100bp DNA marker；Lane 1: PCH17；Lane 2: 











M   1    2    3   4    5    6 
1353bp 1500bp 







選殖株 EprF-DH5α 內之 EprF 基因先以限制酶 PstI 及 BamHI 酵素處理，切割
出之基因片段約 1.4 kb；表現載體 pQE30 則先後以限制酶 PstI 及 BamHI 酵素
處理，處理後之載體與切割下來之 EprF 基因進行接合作用及轉型作用，並以













Lane M 為蛋白質標記；Lane 1 為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 6 小時；Lane 2
為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 8 小時；Lane 3 為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 10
小時；Lane 4 為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 12 小時；Lane 5 為 pQE30 用 IPTG
誘導 6 小時。 
 
 




















圖二十四、選殖株之蛋白在 pQE30/M15 表現系統中之 Western blotting 分析。 
Lane 1 為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 6 小時；Lane 2 為 EprF-pQE30 用 IPTG
誘導 8 小時；Lane 3 為 EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 10 小時；Lane 4 為
EprF-pQE30 用 IPTG 誘導 12 小時；Lane 5 為 pQE30 用 IPTG 誘導 6 小時。 
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附錄一、第三型分泌系統之 hrp 相關基因群 
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附錄二、植物酚酸在第三型分泌系統之路徑 
 
 
 
 
 
 
 
